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© La presente invention a pour objet un vecteur recombinant comportant une cassette de transcription par 
I'ARN polymerase III, constitute par un gene viral transcrit pra I'ARN polymerase III dans iequel on a insere* un 
oligonucleotide fragment d'ADN entre ou a I'exterieur des boTtes A et B constituant ledit promoteur du gene 
viral. 

^- La presente invention a egaiement pour objet un precede de production intracellular d'un fragment d'ARN 
^ in vitro ou in vivo dans Iequel on transfecte ou infecte des cellules eucaryotes comportant de I'ARN polymerase 
III avec un vecteur selon I'invention, comportant comme oligonucleotides un fragment d'ADN correspondant au 
i— transcrit inverse dudit ARN et en ce que Ton cuftive dans un milieu de culture approprie les cellules eucaryotes 
^ ainsi transferees ou infectees. 

pN, Enfin, la presente invention concerne egaiement I'utilisation des vecteurs a titre de medicament. 
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La presents invention concerne des vecteurs d'ADN recombinants, notamment de type plasmidique ou 
viral, comportant une cassette de transcription par TARN polymerase III constitute par un gene viral 
transcrit naturellement par I'ARN polymerase III. 

La presente invention concerne aussi des cellules eucaryotes transferees ou infectees par des 
5 vecteurs selon I'invention. 

La presente invention concerne egalement un procede de production intracellular d'un fragment 
d'ARN in vitro ou in vivo par culture de cellules eucaryotes transferees ou infectees par les vecteurs selon 
I'invention. 

La presente invention concerne egalement I'utilisation de vecteurs selon I'invention a titre de medica- 
70 ment. 

Les molecules antisens sont des sequences d'ARN qui s'hybrident de maniere selective aux ARN 
messagers dont elles sont complementaires et bloquent ainsi I'expression du gene considere (maturation 
de I'ARN, traduction). Les travaux realises depuis le debut des annees 80 attestent de I'efficacite d'un tel 
systeme pour reprimer de nombreuses fonctions cellulaires ou virales (1 ,2). 

75 Les perspectives duplications potentielles de ces molecules antisens sont importantes en recherche 
fondamentale. ^utilisation des antisens pour corriger I'expression de certains phenotypes "anormaux" ou 
pour lutter efficacement contre des virus pour lesquels les approches classiques (vaccination, chimiothera- 
pie...) s'averent delicates, comme cela est le cas pour le virus de I'lmmunodeficience Humaine (HIV). 

Un des problemes poses par I'utilisation des antisens reside dans le fait que ces molecules sont 

20 efficaces a des concentrations intracellulars importantes bien largement superieures a celles de leur 
substrat. La concentration intracellulaire de molecules antisens etant le resultat de la difference entre la 
synthese et la degradation, on a recherche selon I'invention des solutions favorisant la synthese et la 
stabilite des produits formes. Dans cette optique, I'efficacite de fonctionnement de la molecule antisens vis 
a vis de sa cibie est un parametre important puisque plus une molecule sera "puissante" moins elle 

25 necessitera une concentration elev§© pour obtenir un effet maximum. 

L'ARN polymerase HI est chez les eucaryotes I'enzyme responsable de la synthese d'une grande 
variete de petits ARN cytoplasmiques ou nucleates. Les principaux representants etant les ARN de 
transfert (tRNA) ou les ARN ribosomiques de type 5S (3). 

L'ARN polymerase III est capable de transcrire efficacement en systeme acellulaire des fragments 

30 d'ADN clones. Ceci est possible a la condition que ces fragments d'ADN contiennent les regions promoteur 
specifiques a la transcription par la polymerase III. Ces regions promoteur sont a present bien caracterisees 
(4) et sort avant tout constitutes par des regions intrageniques disposers de maniere discontinue. Dans le 
cas des genes de type tRNA, il s'agit de deux regions d'ADN : la "box A" et la "box B" chacune formee 
par II nucleotides (sequence consensus) et espacees par une region intermediate de taille variable (4). 

35 Les ARN transcrits par la polymerase III sont remarquables par leur petite taille et surtout par leur 
conformation dans I'espace. Ainsi la structure en feuille de trefle des tRNA est particulierement bien 
connue. Cette structure secondaire assure vraisemblablement aux tRNA stability mais surtout fonctionnalite. 
Les sequences presentes au niveau des boucles (anticodon) sont libres de s'hybrider sur un ARN 
complementaire. Cotten et Birnstiel ont en 1989 (5) propose d'inserer une sequence "ribozyme/anttsens" 

40 dans le gene tRNA mfl! de Xenopus. L'oligonucieotide a ete insere dans la region intermediaire situte entre 
les box A et box B des regions promoteur de fagon a etre correctement presente" au niveau de ['anticodon 
(ribtRNA™' , reference 2). 

Certains virus (Adenovirus, Epstein Barr virus, Herpes virus) sont dotes de genes transcrits par I'ARN 
polymerase III. En particulier. les Adenovirus sont dotes de deux genes, d'organisation similaire. appeles 

45 VAI et VAN (VA : Virus Associated) codant pour deux VA-ARN difterents VA-ARNI et VA-ARNII (6). Les 
genes VA sont naturellement clones et fonctionnels dans le genome des Adenovirus. On trouve plus de 10 7 
molecules VA-ARN dans une cellule infectee par un Adenovirus. Ces petits ARN, comportant 150 
nucleotides, sont transcrits a parti r d'un promoteur comportant deux regions distinctes (box A et box B) 
localisees dans la region Li du genome de I' Adenovirus (7). Les VA-ARN exercent un effet au niveau de la 

so traduction : les mutants d' Adenovirus defectifs en VA-ARNI expriment normalement leurs ARN messagers 
mats sont incapables de !es faire traduire efficacement. L'explication de ce phenomene est que la proteine 
kinase DAI induite par ['interferon est inhibee par la VA-ARNI, ce qui permet a son substrat elF-2 
d'echapper a la phosphorylation et done a I'inactivation (9) (le facteur elF-2 etant necessaire a ('initiation de 
la traduction). L'interaction entre le VA-ARNI et la kinase a et£ bien documented (10,11). lis ont decrit deux 

55 regions distinctes de I'ARN, Tune etant impliquee dans la liaison de I'ARN avec la proteine DAI (nucleotides 
93 a 136) et I'autre dans I'inhibition de I'activite kinasique (nucleotides 54 a 77). 

Jennings et Molloy (12) ont montre qu'il etait possible de reprimer I'expression d'un replicon du virus 
SV40. dans les cellules COS1, grace a un antisens anti SV40 de 163 pb (antigene T) greffe a I'extreminite 
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3' du gene VAI. Apres transfection des cellules COS par diverses constructions (sens, antisens), les auteurs 
montrent sur un systeme d'expression transitoire que I'antigene T est reprime a 50%. 

On a, selon la presente invention, insere une courte sequence antisens a I'interieur du gene VA, dans le 
but d'obtenir un ensemble fonctionnel, c'est-a-dire conservant la structure partiellement double brin du gene 
5 VA et sa conformation a boucle, du type epingle a cheveux, qui interagit avec la proteine kinase. Ce 
maintien de la configuration structured se traduit par une plus grande stability intracellulaire, d'une part et 
une conservation de la fonctionnaiite" du gene VA, d'autre part. 

On a en effet, selon la presente invention, d^couvert que I'efficacite remarquable du fonctionnement de 
ces petits ARN dans leur role d'inhibition de I'activite de la proline kinase DAI peut etre utilisee en le 
to detournant de sa vocation premiere et en le dirigeant vers une autre cible par le brais des antisens ou des 
ribozymes. Selon I'invention, on utilise done ces genes VA comme systeme navette, en particulier pour le 
developpement d'une nouvelle famille de molecules d'ARN antisens exprimees chez les eucaryotes et 
potentiellement utilisables pour une large gamme d'applications. 

On a, selon la presente invention, deVeioppe un modeie de gene "cassettes" permettant I'insertion 
1$ aisee d'oligonucleotides antisens ou de ribozymes dans le gene VA sans en affecter le taux de transcription 
et on a pu mesurer I'efficacite" relative de ces constructions en matiere d'inhibition de la replication du virus 
HIV en culture. La presente invention repose en effet sur ('utilisation de I'ARN Polymerase III pour transcrire 
efficacement des genes clones (VAI) porteurs de sequences antisens ou ribozymes (sous forme de 
fragments d'ADN exogenes de petites tallies -15 a 25 nucleotides- inserts dans le gene considere). 
20 Dans son aspect le plus general, la presente invention a pour objet un vecteur d*ADN recombinant 
comportant une cassette de transcription par TARN polymerase III, constitue par un gene viral transcrit par 
I'ARN polymerase III dans lequel on a insere un oligonucleotide, fragment d'ADN, entre ou a Pexterieur des 
bo ites A et B constituant ledit promoteur du gene viral. 

Le taux de transcription des genes VA par la polymerase III est tres important. Cet enzyme est bien 
25 conserve chez la plupart des eucaryotes et de ce fait adaptable a de nombreux modeles cellulaires ou 
animaux, la representation ubiquitaire de cet enzyme dans tous les tissus ne pose pas de limitation 
tissulaire specifique. 

L'utilisation de ces genes viraux transcrits en grande quantite. stables et fonctionnels, en fait done des 
systemes de production in situ d'ARN particuiierement efficaces. 
30 L'organisation des genes transcrits par cet enzyme est interessante de par ('absence de sequences 
d'ADN regulatrices en position "extragenique". ce qui simplifie le schema de regulation de la transcription 
et assure un compactage de ('information genetique. La position intragenique des promoteurs evite d'avoir a 
manipuler des regions non transcrites, ce qui permet de manipuler de petits genes faciles a doner. Enfin, 
les genes viraux selon I'invention, tels que VA, offrent de nombreuses possibilites d'insertion d'oligonucieo- 
35 tides sans affecter leur taux de transcription et la structure secondaire de I'ARN transcrit. 

Dans un mode de realisation approprie, le gene viral est un gene VA d'un adenovirus, ou un gene EBR 
d'un virus Epstein Barr ou un gene viral transcrit par I'ARN polymerase III d'un virus Herpes. 

En particulier, on peut citer le gene VAI ou VAII d'un Adenovirus, notamment ('Adenovirus 2. 

Le gene VAI des Adenovirus a ete choisi comme systeme pilote, a titre d'exemple de realisation de 
40 I'invention, car il est particuiierement bien decrit dans la litterature. Cependant, I'ensemble des genes viraux 
semblables au VAI transcrits par I'ARN Polymerase III peut egalement convenir. 

Comme vecteur approprie seion I'invention, on peut citer un vecteur replicatif plasmidique ou episomi- 
que ou un vecteur viral. 

En particulier, on utilisera un vecteur episomique portant I'origine de replication du virus Epstein Barr 
45 (oriP), ainsi que les sequences codantes pour la proteine EBNA-1. 

S'agissant du choix du vecteur. il est en effet, preferable de rester le plus proche possible du systeme 
"nature!" en le perturbant le moins possible. Pour cette raison, on prefere utiliser un vecteur se repliquant 
de maniere autonome (episome). Le recours a un vecteur a replication episomique peut etre un bon moyen 
pour exprimer des antisens dans des cellules eucaryotes et tout particuiierement dans le lymphocyte T. Le 
so clonage des genes VA/antisens dans des vecteurs se repliquant sous forme episomique en systeme ' 
eucaryote est particuiierement approprie. Ces vecteurs portent I'origine de replication du virus Epstein Barr 
(OriP) ainsi que des sequences codantes pour la proteine Ebnal strictement necessaire a la replication de la 
molecule d'ADN portant Ori P. 

On note une plus grande efficacite de fonctionnement de la polymerase III sur des episomes ainsi 
55 qu'une stimulation de ractivite transcriptionnelie en presence de la proteine Ela. Ces proprietes sont mises 
a profit pour ameliorer le systeme propose. 

Le vecteur viral selon I'invention est de preference un virus a ADN, mais peut egalement etre un 
vecteur retroviral a ARN ; il comportera alors le transcrit ARN de la cassette de transcription selon 
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I'invention. Compte tenu du fait que I'infection d'une cellule par un retrovirus entraTne la production d'un 
ADN proviral circularise, c'est cet ADN proviral qui sera a son tour transcrit par I'ARN polymerase III 
conformement a I'invention. ceci n'excluant pas le fonctionnement de la construction genetique utilisee une 
fois que le DNA retroviral est integre. 

5 Dans un mode de realisation approprie selon I'invention, I'oligonucleotide est insere dans les regions 
intermediates situees entre les bortes A et B du gene VA. 

Pour une application therapeutique, de preference, le gene VA est inactive en ce qui concerne 
I'inhibition de Taction de ('interferon, par delation ou mutation dans le gene VA des elements de sequence 
critiques pour reactivation de la proteine kinase, DAI, induite par Interferon. 

;o Cette inactivation peut se faire par insertion directe de I'oligonucleotide dans les regions responsables 
de I'activite de I'inhibition de Taction de 1'interferon. region decrite pour etre dans le gene VA I de 
I* Adenovirus 2 entre et y compris les nucleotides 10672 et 10745. Par ce biais egalement, on optimise 
I'affinite de I'oligonucleotide pour la sequence-cible, compte tenu de la configuration spatiale de cette 
region en forme de boucle. 

75 L'integrite de la region centrale du gene VA des nucleotides 10694 a 10730 (boucle IV) est en effet 
critique pour le maintien de I'activite inhibitrice de TARN VA vis a vis de la P68 kinase. Cette region est 
situee en dehors des zones regulatrices (boftes A et B) et sa deletion n'affecte pas la transcription du gene 
VA. 

Selon un premier mode de realisation de la presente invention, on inactive I'activite* naturelle du gene 

20 VA I de ('Adenovirus 2 par I'insertion de I'antisens dans la region centrale des nucleotides 10694 a 10730, 
plus particulierement 10702 a 10728, ou a la place de cette region qui a 4t§ delete. 

Cependant, afin de pouvoir construire des genes chimeres VA-antisens pour lesquels I'antisens est 
introduit en dehors de cette region, dans un autre mode de realisation, on construit un gene VA delate de la 
region centrale {nucleotides 10702 a 10728). Pratiquement, La PCR "overlap" (figure 7) permet de realiser 

25 ces delations quand les oligonucleotides a' et b' sont espaces de la region a deleter. De plus, un site de 
restriction nouveau (EcoRV ; GATATC) peut etre cree notamment par la juxtaposition des deux extremities 
encadrant la deletion (GAT et ACC) grace a la mutation du nucleotide 10729 (ACC remplace* par ATC). Ce 
site supple mentaire peut servir ulteVieurement au clonage de sequences antisens ou ribozymiques en lieu 
et place de la boucle IV debtee. Ce gene est appele VA delta IV. 

30 Outre le site EcoRV nouvellement cree, d'autres regions du gene VA peuvent servir de sites d'insertion 
de sequences exogenes (par PCR overlap), et en particulier les regions correspondant aux boucles simple 
brin de TARN VA. L'insertion de sequences exogenes antisens dans une de ces regions ou a la place d'une 
de ces regions, celle-ci etant deletee, permet aux oligonucleotides rajoutds d'apparattre sur la structure 
secondaire comme des "extrusions" par rapport a Taxe principal de TARN VA. De ce fait, el les sont 

35 accessibles pour des ARN sens. On cite principalement, de 5' vers 3', les regions simples brins suivantes : 

- boucle I, nucleotides de 10635 a 10639 (-TAAAT-), situee entre les boites A et B. 

- boucle III, nucleotides de 10682 a 10688 (-ATCCGGC-). situee apres la boite B. 

- boucle V, nucleotides de 10733 a 10736 (-GGTG-) 

Par ailleurs, I'extremite terminale du gene VA delta -IV peut egalement etre utilisee comme un site 
40 d'insertion. Les sequences ajoutees sont alors placets juste en amont de la sequence stop (-TTTT-) et 
definissent un prolongement par rapport a" la molecule VA. Le site unique Eco47IH (-AGC/GCT) de 
nucleotides 10758 a 10763 peut etre utilise a cette fin. 

Dans un mode de realisation particulier, I'oligonucleotide est insere au niveau du nucleotide 10711 du 
gene VAl de ('Adenovirus 2 represents Figure 1. 
45 De preference. I'oligonucleotide selon I'invention comporte de 15 a 40 nucleotides, de preference 
encore 15a 25. 

Dans le cadre d'une application therapeutique, I'oligonucleotide pourra correspondre a une molecule 
. ARN anti-sens ou a une structure d'ARN ribozymique. 

Dans le but d'ameMiorer I'efficacite d'hybridation entre la molecule ARN antisens et son substrat. de 
so nombreux travaux sont actuellement orientes vers la recherche de sequences cibles correctement definies 
en termes de parametres d'hybridation (affinite, accessibilite). 

Les sequences ribozymiques (25) sont des sequences consensus minimales requises pour qu'une 
molecule d'ARN soit capable d'hydrolyser une autre molecule d'ARN suivant un mode catalytique. Ces 
ribonucleotides a activite catalytique (ribozymes) sont capables de cliver un ARN cible sur iequel ils sont 
55 hybrides de maniere specifique (grace a deux sequences de 15 nucleotides complements res a I'ARN cible 
et placees de part et d'autre de la sequence catalytique). Ces sequences ribozymiques comparables a de 
"super antisens" peuvent etre utilisees avec profit dans notre systeme en augmentant I'efficacite fonction- 
neile de I'ensemble. 
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Par ailleurs, le gene VA est de petite taille (160 nucleotides pour VA I de I'adenovirus 2). Cela permet 
selon la presente invention d'utiliser de maniere simultan^e plusieurs genes VA-antisens portes par une 
meme construction genetique. Le but recherche est de definir des "cocktails" antisens, (par exemple dans 
le cas du VIH utilisation concomitante de trois genes differents; anti-rev, anti-tat et anti-signal d'encapsida- 
5 tion). Ces constructions genetiques multiples presentment deux avantages importants : 

- additivite des genes et done augmentation de la concentration intracellulaire des ARN antisens. 

- multiplicity des sequences cibles et done meilleure efficacite de fonctionnement. 

De plus, dans le cas de virus dotes d'une forte variabilite genetique et qui "s'adaptent" au traitement 
utilise, le recours a I'utilisation de plusieurs sequences antisens permet d'eviter I'emergence de variants 
jo genetiques. 

La presente invention a done aussi pour objet un vecteur comportant plusieurs genes viraux identiques 
ou differents transcrits par TARN polymerase HI dans leque! on a inseVe un oligonucleotide identique ou 
different en dehors des boites A et B de chacun desdits genes viraux. 

La presente invention a egalement pour objet un proc^de de production intracellulaire d'un fragment 
75 d'ARN in vitro ou in vivo dans lequel on transfecte ou infecte des cellules eucaryotes comportant de I'ARN 
polymerase III avec un vecteur replicatif selon ['invention, comportant comma oligonucleotide un fragment 
d'ADN correspondant au transcrit inverse dudit ARN et en ce que Ton cultive dans un milieu de culture 
approprie les cellules eucaryotes ainsi transferees ou infectees. 

La presente invention a en outre egalement pour objet, comme on Pa vu. I'utilisation a titre de 
20 medicament, d'un vecteur selon ('invention, dans lequel I'oligonuclSotide est transcrit en une molecule ARN 
"antisens" ou une molecule d'ARN ribozymique bloquant I'expression d'un gene implique dans une 
pathotogie en s'hybrtdant et, le cas echeant, en coupant son ARN messager d'origine cellulaire virale, 
bacteVienne ou parasitaire. 

Le medicament selon I'invention peut etre utilise comme agent antiviral, antitumoral, antibiotique ou 
25 antiparasitaire, ou dans toute pathologie ou un gene est anormalement exprime soit par mutation, soit par 
deregulation. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de blocage de I'expression d'un gene in vivo 
a I'aide d'un vecteur selon I'invention dont ledit oligonucleotide est transcrit en une molecule ARN antisens 
ou ribozymique qui s'hybride a, ou respectivement, coupe I'ARN messager dudit gene. 
30 La presente invention a aussi comme objet un procede de traitement de cellules ex vivo a I'aide d'un 
vecteur selon Tinvention. 

Dans ses applications therapeutiques in vivo ou ex-vivo, on utilise de facon tout a fait appropri^e un 
vecteur viral ou retroviral qui penetre dans la cellule par transfection ou infection. En particulier a titre de 
medicament selon I'invention, on utilise un vecteur constitue par un vecteur viral defectif tel qu'un 
35 adenovirus ou un vecteur retroviral defectif tel qu'un retrovirus murin. 

En effet, le vecteur utilise pour vehiculer la construction g6nique selon I'invention vers sa cible 
theorique, peut etre un vecteur retroviral avec transport de la construction recombinante par une capside 
d'emprunt et insertion du materiel genetique dans le DNA de la cellule hote. 

Les techniques consistant a utiliser des vecteurs, notamment viraux, pour transporter et faire penetrer 
40 du materiel genetique dans des cellules cibles et introduire de maniere efficace des modifications 
genetiques dans divers tissus somatiques comme le muscle, le foie, le cerveau et les cellules hematopo'ieti- 
ques sont connues de I'homme de I'Art. En particulier, le tissu hematopo'tStique (leucocytes, hematies, 
plaquettes...) presBnte deux caracteristiques essentielles qui font de ce tissu un bon candidat pour les 
approches de therapie genique : 
45 - les cellules sanguines sont aisement preievables sans traumatisme pour le patient. De plus, les 
conditions de culture de ces cellules (utilisation de di verses cytokines) se sont affinees et permettent 
un maintien ex vivo pour des periodes de temps variables (congelation, culture). 

- I'etude de la difterenciation des differentes lignees composant le systeme hematopo'tetique a permis 
de montrer que I'ensemble de ces lignees derivent d'un progeniteur commun (Uchida N., Fleming 

so W.H., Alpern E.J. and Weissman I.L. 1993 Current Opinion in Immunology, 5, 177-184). Cela permet 

d'introduire la modification genetique souhaitee dans des cellules souches qui, apres reimplantation, 
sont capables de recotoniser en totalite le tissu hematopoietique. 
La caracterisation des cellules precurseurs a permis d'etablir que la presence d'une proteine de surface 
(CD34) permet de les distinguer des autres types cetlulaires comme etant des cellules CD34 + . 
55 A tous les stades de la differenciation, les cellules hematopoietiques proliferent. De ce fait, I* introduction 
de g^nes etrangers dans ces cellules impose que celui-ci ne soit pas "dilue" au cours des divisions 
cellulaires successives. Les retrovirus, qui s'integrent definitivement dans le genome de la cellule recipiente 
et pour lesquels le mecanisme moieculaire de replication est relativement bien connu, apparaissent comme 
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de bons candidats pour la therapie genique des cellules hematopo'&tiques. 

L'utilisation des vecteurs retroviraux pour transporter du materiel genetique necessite, d'une part, de 
realiser la construction genetique du retrovirus recombinant, et d'autre part, de disposer d'un systeme 
cellulaire qui assure la fonction d'encapsidation du materiel genetique a transporter : 
5 - Dans un premier temps, les techniques de genie genetique permettent de modifier le genome d'un 
retrovirus murin comme le virus de Moloney {retrovirus murin appartenant au groupe des virus des 
leucemies murines : Reddy E.P., Smith M. J. and Aaronson S.A., 1981, Science. 214, 445-450). Le 
genome retroviral est clone dans un vecteur plasmidique puis delete de I'ensemble des sequences 
virales codant pour les proteines de structure (genes : Gag, Env) ainsi que la sequence codant pour 
io les activites enzymatiques (gene : Pol). De ce fait, seules les sequences necessaires "en cis" pour la 

replication, la transcription et Integration sont conservees (sequences correspondants aux deux 
regions LTR, signal d'encapsidation et signal de fixation de I'amorce). Les sequences genetiques 
deletees peuvent etre remplacees par des genes non viraux comme le gene de resistance a la 
neomycine (antibiotique de selection pour les cellules eucaryotes) et par le gene a transporter par le 
75 vecteur retroviral. 

- Dans un second temps, la construction plasmidique ainsi obtenue est introduite par transfection dans 
les cellules d'encapsidation. Ces cellules expriment de maniere constitutive les proteines virales Gag, 
Pol et Env, mais f'ARN codant pour ces proteines est depourvu des signaux necessaires a son 
encapsidation. De ce fait, cet ARN ne peut pas etre encapside et permettre la formation de particules 
20 virales. Seul I'ARN recombinant, issu de la construction retrovtrale transfectee, est dotee du signal 

d'encapsidation et est encapsidee. Les particules rtltrovirales produites par ce systeme contiennent 
I'ensemble des Elements necessaires pour Tinfection des cellules cibles (telles que les cellules 
CD34 + ) et pour ('integration definitive du gene d'interet dans ces cellules. L'absence des genes Gag, 
Pol, Env empeche le systeme de continuer a se propager. 
25 Selon la presente invention les genes VA-antisens ont comme caracteristique d'etre transcrit par I'ARN 
Polymerase III. Cette particularity a condoit a developper deux types de constructions retrovirales dans 
lesqueiles les genes VA-anti rev ont ete clones comme decrit a I'exemple 6. 

Les virus a ADN, tels que les adenovirus, peuvent egalement convenir a cette approche, bien que, dans 
ce cas, le maintien du DNA a I'etat episomique sous forme de r£plicon autonome soit la situation la plus 
30 probable. 

II va de soi que l'utilisation d'un vecteur viral, provenant d'un Adenovirus, est parttculierement adaptee 
lorsque le gene viral est un gene d'Adenovirus. Les adenovirus presentent certaines proprie^es inte>ressan- 
tes. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, et 
ils ne s'integrent pas au genome de la cellule infectee. Pour ces raisons, les adenovirus ont d£ja ete utilises 
35 pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, diffe>ents vecteurs derives des adenovirus ont ete" prepares, 
incorporant differents genes (beta-gal, OTC, alpha-IAt. cytokines, etc). Pour limiter les risques de multipli- 
cation et la formation de particules infectieuses in vivo, les adenovirus utilises sont generalement modifies 
de maniere a les rendre incapables de replication dans la cellule infectee. 

Ainsi, les adenovirus utilises sont generalement deletes des regions E1 (E1a et/ou E 1b) et eventuellement 
40 E3. 

Les adenovirus recombinants d^fectifs selon Pinvention peuvent etre prepares par toute technique 
connue de I'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J.3 
(1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et 
un plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utiiisee doit de preference (i) etre 

45 transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie du 
genome de I'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinai- 
son. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham 
et al., J. Gen. Virol 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du 
genome d'un Adenovirus Ad5 (12%). 

so Ensuite les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les techniques classiques 
de biologie moleculaire. 

Sefon fa presente invention, dans le genome de I'adenovirus recombinant defectif est inseree, au niveau 
du gene VA, une sequence d'ADN exogene notamment codant pour un ARN antisens. 

Les compositions pharmaceutiques comprenant un ou plusieurs vecteur virus tels que des recombi- 
55 nants defectif s comme decrits precedemment peuvent etre formulees en vue d'une administration par voie 
topique, orale, parenteral, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 
Preferentieflement. elles contiennent des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation 
injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
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sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels) steViles. isotoniques, ou de 
composition seches, notamment lyophilisees. qui, par addition selon te cas d'eau sterilises ou de serum 
physiologique, permettent la constitution de solutes injectables particuliers de solutions st§riles, isotoniques, 
ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui par addition selon le cas d'eau steriiise&e ou de 

5 serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

Les doses de virus recombinant defectif utilises pour I'injection peuvent etre adaptees en fonction de 
differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la pathologie 
concernee, du gene a exprimer, ou encore de la dur£e du traitement recherchee. D'une maniere generals, 
les virus recombinants selon ('invention peuvent etre formulas et administres sous forme de doses 

10 comprises entre 10 et 10 pfu/ml. et de preference 10 a 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") 
correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine* par infection d'une culture 
cellulaire appropriee. et mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages de cellules infectees. 
Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la literature. 
L'utilisation de virus modifies genetiquement comme systeme navette pour transporter le materiel 

j s genetique modifie permet non seulement de faire penetrer le materiel genetique dans la cellule recipients 
par le biais de l'utilisation d'une capside virale d'emprunt, mais permet egalement de traiter de maniere 
srmultanee. et sur une courts periode de temps, un grand nombre de cellules ; ceci ouvre la voie a des 
approches curatives s'adressant in vitro a des cellules deja infectees par le virus a inhiber, mais permet 
egalement le traitement theVapeutique appiique a I'organisme entier. 

20 Selon I'invention, on peut utiliser des transactivateurs viraux. En particulier, la proteine E1a d'Adenovi- 
rus stimule I'activiti transcriptionnelle de la polymerase III (23), notamment en mobilisant le facteur TFIIIC 
limitant. Cet effet potentialisateur de la polymerase III est surtout observe si I'ADN porteur du gene VA est 
sous forme episomique (cas frequent pour les Adenovirus). On peut utiliser cette propriete de la proteine 
E1A pour stimuler I'efficacite du systeme "VA-ARN polymerase III" surtout au cours d'experiences 

25 d'expression transitoire, soit avec le gene E1a clone en cis du gene VA-ARN, soit en trans par 
cotransfection. 

Egalement, la proteine Tat du HIV pourrait stimuler I'activite transcriptionnelle de ia polymerase III. 
L'utilisation des transactivateurs viraux coupiee avec la vectorisation de I'antisens peut etre mise a 
profit selon I'invention, en matiere de specifite d'action vis a vis de cellules infectees par le HIV (ou d'autres 
30 virus pathogenes). Deux strategies complementaires peuvent etre appliquees: 

- Dans le but de conferer une "immunite cellulaire" a des cellules permissives a ('infection HIV 
(CD4 + ), le traitement est realise "ex-vivo" par (e preievement de cellules souches issues de la 
moelle, leur tri et leur modification genetique "ex-vivo " ; 

- Une strategte "curative" est egalement possible grace a I'instauration d'une dependance de la 
35 replication du vecteur pour la presence de la proteine Tat du HIV. Cette dependence permet de 

repliquer efficacement le vecteur uniquement dans des cellules infectees par le virus. 
La mise au point et le deveioppement de cassettes antisens selon I'invention, adaptables a de 
nombreux sujets de recherche sont envisages dans de tres nombreux domaines dont notamment I'oncolo- 
gie moleculaire, le determinisme cellulaire. 
40 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparartront a la lumiere de la 
description detaillee du mode de realisation suivant. 

La Figure 1 represente la sequence nucleotidique du gene VAI de I'Adenovirus 2. 
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LEGENDE dc la figure I:. 

XXXXXX Gene VA1-ARN (Region cranscrite) 

%j&EXX> Oligonucleotides en 5' et 3' du gene VAI servant d'amorces pour la P.C.R. 

XXXXXX Sequences des Box A et B necessaircs a la cranscridon du gene VA1-ARN 
par la polymerase HI 

XX^SxX Site d'insenion de sequences exogenes 

La Figure 2 represente des sequences antisens et random inserts au nucleotide 1071 1 du gene VAI. 

La Figure 3 represente ['analyse sur gel d'acrylamide/uree des produits de transcription aceilulaire des 
constructions PW2/VAI/antisens. 

La Figure 4 represente la cinetique defection par HIV de CEM transfers ou non par un antisens. 

La Figure 5 represente ie dosage des antigenes HIV presents dans les surnageants des cellules CEM 
transferees par des constructions antisens. 

Les dosages d'antigenes HIV ont ete effectues 5 heures apres renouvellement du surnageant de culture 
et 24 jours apres le d6but de I'infection. 

Des structures secondaires des VA-ARN : la structure VA-ARNI (A) et deux structures possibles pour 
les VA-ARNI (B et C) sont decrits dans la reference 13. 

La figure 6 represente la structure secondaire du gene VA I. 

La Figure 7 represente le schema d'insertion d'un oligonucleotide par methode PCR "overlap". 
La Figure 8 represente I'expression du VA-antisens dans la population ASio 
piste a : ARN de cellules de la population ASio 

piste b : ARN de cellules de la lignee HepG 2 infectee par I'Adenovirus de type 2. 
La figure 9 presente des resultats de Northern-Blot des ARN transcrits a partir d'un plasmide portant 
les genes VA-anti rev et VA-anti tat obtenus a I'exemple 5 avec la construction portant le gene rev et le 
gene tat. 

La figure 10 represente la construction des vecteurs r&roviraux I et II derives du vecteur pMV7 de 
I'exemple 6. 

La figure 11 represente I'expression transitoire des genes VA I modifies de I'exemple 7 dans des 
cellules 293. 

Exemple 1 : Clonage du gene VAI 

Le gene choisi pour les experiences proposees ci-apres est le gene VA-ARNI de I'Adenovirus 2. La 
sequence de I'Adenovirus est disponibles dans la banque de donnees : Genbank - ref.: ADBVAI sequences 
transcrites du nucleotide 10610 au nucleotide 10769 (la figure 1 presente les elements de sequence 
concerned). La conformation de I' ARN en solution est publiSe et presentee dans la Figure 6 (13,14). 

Le clonage du gene VAI recombinant est realise dans un vecteur plasmidique de type PW2 (15) 
porteur en cis du gene de resistance a la geneticine (sous dependance du promoteur TK) ou dans un 
vecteur a replication autonome en systeme eucaryote du type pCEP-4 (commercialism par Invitrogen) ou 
encore pHEBo (aimablement fourni par R.P. SEKALY, laboratoire d'lmmunologie, Montreal). Ces dermers 
vecteurs sont porteurs des regions OriP et Ebna-1 et ils portent egalement le gene de resistance a 
I'hygromycine (16,17). . 

Le gene VAI de I'Adenovirus 2 a ete clone apres une etape d'amplification par PCR. Les oligonucleoti- 
des servant a cette PCR ont ete~ choisis du cote 5' en amont du site de debut de transcription du gene VAI 
et du cote 3' en aval du site TTTT de terminaison {Fig. 1). Les extremes 5' de chaque oligonucleotide sont 
dotees du site de coupure enzymatique Clal. site, unique sur le plasmide pW2, ou bien du site Hindill pour 
le clonage sur le plasmide pHEBo. La transformation de bacteries par des constructions "pW2-VAI" a 
permis d'obtenir piusieurs clones recombinants. 
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Exemple 2 : Insertion et clonage des sequences antlsens 

Pour le HIV, la sequence des oligonucleotides a inserer a ete determinee dans un premier temps 
conformement aux sequences antisBns deja publiees par d'autres auteurs : anti-rev (18) ou anti-tat (19) et 
5 sequence aleatoire servant de controls specifique (voir Fig. 2) (les proteines tat et rev sont deux proteines 
viraies dont le role regulateur est critique pour la replication du virus). 

Le recours a des sequences de type ribozyme, est actuellement en cours, avec clonage des 
recombinants porteurs de sequences ribozymiques publiees par Goodchild & Kohli en 1991 (20). 

L'utilisation de la PCR "overlap" (voir Figure 7) a permis d'inse>er des oligonucleotides de taille variable 
io dans le gene VAI. Les antisens "anti-rev", "anti-tat" et "random" ont ete insets au niveau du nucleotide 
10711 de la sequence du VA-ARNI (Fig. 2). Les genes VAI ainsi modifies par ('insertion de la sequence 
antisens sont clones dans le site Clal du plasmide pW2 comme decrit precedemment. 

Les constructions obtenues ont toutes ete sequencers (sur 200 nucleotides) puis testees en systeme 
de transcription acellulaire pour s'assurer de la fonctionnalite ainsi que de I'efficacite relative de transcrip- 
75 tion de chaque construction. Pour la mise au point des transcriptions In vitro, le protocole suivi est celui 
decrit par Wu (21) et Weil (22). Brievement, 3ug d'ADN a tester sont incubes 90 min a 29 *C en presence 
d'extraits cellulaires contenant ['activity polymerase III et de nucleotides dont notamment de afpha-P 32 - 
dGTP. Apres synthase, les produits de la reaction sont analyses sur gel d'acrylamide (la Rgure 3 presente 
le type de resultats obtenus). Les tail les observees correspondent bien aux tailles attendues pour chaque 
20 construction, a savoir : VA-ARNI natif 160 nucleotides, VA-ARN l/anti-rev 188, VA-ARNI/anti-tat 190. Les 
autres constructions VA-ARN l/ribozymes ne sont pas encore analysers. 

II est bien verifie que I'insertion de sequence exogenes dans le gene VA n'affecte pas son taux de 
transcrition par la Polymerase III. 

25 Exemple 3 : Inhibition de la replication virale 

La mise au point et le developpement des outils antisens sont realises, dans le cas d'antisens 
antiviraux, sur les Irgnees cellulaires permissives pour la replication du virus etudie. Par exemple, pour les 
antisens anti-HIV, les lignees lymphoblastqi'des CEM ou MOLT-4, toutes deux bonnes productrices de virus, 
30 sont choisies. 

Les cellules de la lignee CEM (d£barrassees de mycoplasmes) ont ete transferees par les diffeVents 
plasmides recombinants (pW2A/AI/anti-rev, pW2/VAI/anti-tat, pW2/VAI et pW2 temoin. Les techniques de 
transfection cellulaire utilisees dependent du modele cellulaire ^tudie. 

Pour les cellules en suspension, on a utilise preferentiellement I'etectroporation (Appareil de type Gene 
35 Pulser <R>i Biorad, les chocs eiectriques sont produits a 200V et 960 uF). 

Apres transfection, les cellules transduites sont reparties dans 96 puits de culture independants et 
selectionnees par action des antibiotiques geneticine 1.5 mg/ml (plasmide pW2) ou hygromycine 400 
ug/ml (plasmide pHEBo). Le maintien de la pression de selection reste necessaire tout au long des 
experiences. A ce jour, en utilisant reiectroporation, la lignee CEM a ete transferee par des constructions 
40 recombinants du plasmide pW2/anti-rev, -pW2/anti-tat, pW2/VAI et pW2. 

Des populations cellulaires non clonales, resistantes a la geneticine, issues de puits de culture 
diffe rents, sont selectionnees sur la base d'une bonne multiplication cellulaire avec un faible taux de 
mortalite. Les populations cellulaires issues de la transfection avec des plasmides "anti-sens" sont 
numerotees AS indice X (AS : AntiSens, X n * du puits de selection). 
45 Chaque population est infectee par du surnageant infectieux provenant de cellules chroniquement 
infectees par le virus HIV (surnageant riche en particules), la souche utilises ne presente pas d'effet 
cytopathique sur les cellules utilisees (souche LAV/BRU, JC Cherman, Marseille). La cinetique de replica- 
tion virale montre que, dans les conditions habituelles, plus de 95% des CEM produisent des particules 
viraies 7 a 8 jours apres I'infection (Figure 4). 
so La mesure de la replication virale est estimeB par immunofluorescence indirecte. Brievement, 5000 
cellules sont fixees sur lames de verre et incubees 30 min. en presence d'un serum anti-HIV provenant 
d'un patient seropositif dilud au 1/40. La revelation est effectuee grace a ('utilisation d'un deuxieme 
anticorps, specifique pour les immunoglobines humaines, conjugue a I'isothiocyanate de fluorescei'ne 
(FITC). 

55 La replication virale peut etre egalement mesuree par le dosage de la concentration d'antigenes HIV-1 
presents dans le surnageant de culture (dosage realise avec le kit HIVAG-1 (R) de ABBOT). Les cinetiques 
d'infection sont realisees de maniere simultanee sur les cellules transferees par les differents plasmides et 
issues de la selection par la geneticine. 
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La Figure 4 presents les resultats obtenus en infectant de maniere comparative la lignee CEM servant 
de temoin positif, la lignee CEM resistante a la geneticine (CEM.gen.r.) transferee par le pW2). 2 
populations "anti-tat" (AS1 et AS2) et 2 populations "anti-rev" (AS3 et AS4). La mesure de la replication 
virale a ete suivie par Tobservation et le comptage du nombre de cellules positives HIV detectees par 

5 immunofluorescence indirecte a differents jours apres Tinfection : 

La superposition des courbes "CEM" et "CEM gen.r." montre que la presence de geneticine dans le 
milieu n'affecte pas I'infection des cellules CEM par le virus HIV. II apparatt que les 4 populations 
"antisens" testers pr^sentent un retard significatif pour le demarrage de I'infection, la periode d'eciipse est 
prolonged de 2 jours pour AS1 et jusqu'a 6 jours dans le cas de AS3. De plus, un faible pourcentage de 

jo cellules sont infectees pour certaines ligneds (AS2. AS3, AS4) {25 a 60%) meme tardivement apres 
I'infection traduisant la resistance a ('infection virale d'un grand nombre de cellules au sein de ces 
populations non donees. Ceci n'est pas le cas de la lignee AS1 qui presente plus de 95% de cellules 
positives 10 jours apres le d^but de I'infection. 

La Figure 5 presente les resultats obtenus au cours d'une experience du meme type, mais realised 

is avec un pannel plus large de populations ASX et quantified par la mesure des antigenes HIV-1 presents 
dans les surnageants a differents jours apres I'infection par HIV. Seuls sont present.es les resultats obtenus 
au jour 24 (ceux-ci etant representatifs des resultats obtenus aux autres jours). Afin d'eviter ('accumulation 
des particules virales et de fausser les mesures comparatives, les surnageants sont collected 5 heures 
apres le changement de milieu precedent. 

20 Les populations "VAI/anti-tat" correspondent aux conditions AS1, AS2, AS6, AS7 et AS8, et les 
populations "VAI/anti-rev" aux conditions AS3, AS4, AS9, AS10 et AS12. 

El apparait que la plupart des populations "antisens" presentent une diminution significative de la 
quantite d'antigenes HIV-1 mesuree dans les surnageants, pour 8 ligneds sur 10 (AS2, AS3. AS4, AS6, AS8, 
AS9. AS10 et AS12). on mesure moins de 20% de production d'antigenes viraux comparativement au 

25 controle, 2 populations atteignent 70% du niveau controle (AS1 et AS7). 

Les resultats obtenus pour les populations AS 1,2,3 et AS4 selon 2 techniques de mesure de la 
replication virale : Immunofluorescence (Figure 4) et concentrations en antigenes (Figure 5) sont concor- 
dats. Dans les Figures 4 et 5, les populations AS1 , AS2. AS3 et AS4 sont identiques. 

30 Exemple 4 : Mesure du taux depression du VA-ARNI 

II est possible de caracteViser I'expression des ARN antisens grace aux techniques de Northen-blot ou 
bien d'hybridation en milieu liquide. Les ARN sont prepares suivant le protocole suivant : 25.1 Q 6 sont 
rinceds deux fois par du tampon salin, les cellules sont lysees a 4* C par choc hypotonique (Tris 10 mM ph 

35 7,4, NaCI 10 m M , MgCb, 3 mM) et par action de NP 40 1% ; apres centrifugation (10.000 rpm, 10 minutes), 
le surnageant contenant les ARN cytoplasmiques est dedarrasse des proteines residuelles par 3 extractions 
au phenol-chloroforme et les ARN sont concentres a I'ethanol. 10 ug d'ARN sont analyses par Northern- 
blot et hybrided avec une sonde monobrin specifique de la region 3' du gene VA. Les resultats obtenus 
sont presented sur la Figure 8. Les resultats presented ici illustrent le fait que in vivo les constructions 

40 testeds (ici A5 10 ,"VA/anti-rev") sont exprimeds et que le produit de transcription obtenu a bien la taille 
attendue. 

Exemple 5 : Utilisation stmultanee de plusieurs genes VA-chimeres : "Cocktalls-antisens" 

45 On a realise une construction genetique comportant la succession des deux genes VA-anti rev et VA- 
anti tat, clones respectivement dans les sites Clal et Hind 111 du plasmide pW2. Des experiences de 
transcription acellulaires, realiseds avec cette construction, ont demontre que chacun de ces genes 
s'exprimait correctement : 

Les ARN, issus de la transcription en systems acellufaire du plasmide portant les deux genes, ont 6te* 
so analyses par Northern-blot et reveles soit avec une sonde specifique de la sequence rev, soit avec une 
sonde specifique de la sequence tat. Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 9. 

- Le protocole de transcription acellulaire est celui deja utilise a I'exemple 2 et pour la figure 3 (ref 21 
WU et al, et 22 Weil et al) 

- L'analyse des ARN par Northern-blot est realise apres purification des ARN (traitement par la DNase I 
55 puis la proteinase K et extraction au phenol-chloroforme), separation sur get d'agarose en milieu 

denaturant, transfert sur membrane et revelation soit avec la sonde rev (piste a) soit avec la sonde tat 
(piste b). 
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Exemple 6 : Vectorlsation des genes VA-antisens par des retrovirus murins modifies - Transfert 
aux progenlteurs des cellules hematopoietlques. 

1 ) Vecteur retroviral de type I : 

Le vecteur qui est utilise est le plasmide pMV7 (P.T. Kirschmeier, GM. Housey, M.D. Jonhson, A.S. 
Perkins and I.B. Weinstein, 1988, DNA, Vol. 7, 3, 219-225). II est compose d'une part des sequences 
necessaires a la maintenance plasmidique et d'autre art des deux LTR du virus Moloney encadrant le gene 
de resistance a la neomycine (sous la dependance du proimoteur TK) . Les sites de clonage Hind III, Clai 
et EcoRI situes entre ie LTR 5'et le gene neomycine permettent insertion de sequences exogenes. La 
cellule d'encapsidation est la cellule DAMP (R. Mann; R.C. Mulligan and D. Baltimore, 1983, Cell, 33, 143- 
159). On a clone les constructions genetiques au site Hind III du pMV7 et transfecte les plasmrdes 
recombinants obtenus dans la cellule DAMP. Les cellules DAMP devenues resistantes a la neomycine ont 
ete sous-donees. Les clones presentant un fort pouvoir infectieux. d<§tecte dans les surnageants de culture, 
ont ete selectiones. Ces clones ont permis d'infecter des lymphocytes de la lignee CEM (lymphocytes T4 
auxilliarres). L'infection est realisee grace a une co-culture d'une nuit, entre les DAMP et les lymphocytes. 
Les lymphocytes ayant ete infectes sont devenus, a leur tour, resistants a la neomycine et peuvent etre 
ainsi s^lectionnes. Les ARN provenant de ces lymphocytes ont 6te analyses et ('expression du gene VA- 
anti rev (porte par la sequence provirale integree) detected. 

Cependant, interference possible entre ('activity de TARN Polymerase II qui transcrit la totality du 
genome viral a partir du LTR 5' et I'activite de TARN Polymerase III pourrait, dans certains cas, se reveler 
etre un element defavorable pour I'efficacrte d'un tel systeme. 

2) Vecteurs retroviraux de type II : 

On a delete les signaux enhancers presents dans la region U3 du LTR 3' du virus Moloney clond dans 
le pMV7 et on a remplace ces signaux par des sites de clonage unique sur ce plasmide (ces modifications 
etant r^alisees grace a la technologie PCR). Les constructions antisens sont inserees a ces sites. Cette 
modification presente deux avantages : efle permet d'une part de dupliquer le gene clone grace au jeu de 
la reverse transcription (la region U3 presente sur chacun des deux LTR provient de la region U3 situee sur 
le LTR en 3' du provirus precedent) mais surtout, cela ne permet plus a I'ARN Polymerase II de transcrire 
le provirus integre dans la cellule recipiente. Cela evite interference avec I'ARN Polymerase III et assure 
une security de fonctionnement vis a vis de I'activation toujours possible de genes adjacents. 

Plus precisement, le vecteur II a ete" obtenu comme illustre* figure 10: 

1) le site unique Hind III a Sti de^td (coupure, remplissage avec la DNA polymerase, religature). 

2) la digestion complete du pMV7 par Cla I libere le gene de selection (neomycine), la partie 
plasmidique resultante est ensuite traitee par I'enzyme Xho I de maniere partielle. Seul le fragment 
contenant le LTR 5* est purifie sur gel d'agarose (5064 pb). De ce fait, le LTR 3* est perdu. 

3) le LTR 3' est ensuite remplace" par un LTR 3' modifie pour lequel les regions enhancers situees dans 
la region U3 ont ete supprimees et remplacees par un site Hind III (ceci est realise grace a la 
technologie P.C.R.). 

4) le gene antisens a 6t£ clone" dans le site Hind III nouvellement cree. 

5) cette nouvelle construction retrovirale peut etre utilises de maniere habituelle : 

- transfection dans des cellules d'encapsidation (cellules CRIP ref Danos and R.C. Mulligan Proc 
Natl. Acad. Sci., 1988, vol. 85, 6460-6446). 

- recuperation des surnageants avec estimation du titre infectieux. 

- ces particules retrovirales recombinantes seront utilisees pour transduire les cellules cibles. 

Dans le but d'eviter I'obtention de particules recombinantes sauvages du virus Moloney, la cellule 
d'encapsidation DAMP est changee au profit de la cellule CRIP (0. Danos and R.C. Mulligan, Proc Natl 
Acad. Sci., 1988, 85. 6460-6446). La cellule CRIP contient deux genomes retroviraux auxilraires d^let^s de 
I'extremite LTR 3', du signal d'encapsidation et mutes I'un dans la region Gag, I'autre dans la region env. 

Par complementation la production des proteines Gag, Pol et Env est assuree mais la probability 
d'obtentron de genomes sauvages obtenus par recombinaison est redutte a zero. L'ensemble des ameliora- 
tions proposees et d^crites ici permet d'assurer la production de particules retrovirales recombinantes 
portant un ou plusieurs genes VA/antrsens (pMV/AS) correctement transcrits par la Polymerase III Ce 
vecteur offre egalement une securite optimale-de fonctionnement en vue des applications therapeutiques 
envisagees. 
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EXEMPLE 7 : Expression transitoire des genes VA-antisens 

Dans la perspective d'une therapeutique localises a court terme. on a verifie. en systeme celMaire, 
I'exoression Lsitoire des genes VA-antisens. En expression transitoire. le gene VA-antsens nest pas 
n^gre dansTgenome de'la cellule bote e, s'accumule de facon importante dans noyau ou ,i es, 



^s cellules adherentes (lignee 293 : cellules embryonnaires de rein, humaines) ont ete transferees 
par » B^ZSTpVA anflrev. U technique uttisee es, la transition au phosphate e 
^chnioue consiste a mettre en contact pendant 18 heures, I'ADN plasrradique precprte par le phosphate de 
Scium eUes ctluleT en augmantan. .'absorption de I'ADN surt les membranes cellules e en I, m, ant 
"des DNases celMaires sur I'ADN entrant Les ARN son, prepares 48 t ^T^^Z 
™mm« riecrit orScedemment et analyses par Northern-blot avec une sonde specrfique des VA ahn ami 

transitoire des ARN (piste 293) plus torts en comparison avec .as 
ARN produits dans les cellules qui expriment de maniere stable TARN VA mtegre (p.ste CEM). 
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Revendicatlons 

25 1. Vecteur d'ADN recombinant comportant une cassette de transcription par TARN polymerase III, 
constitute par un gene viral transcrit par TARN polymerase III dans lequel on a insere un oligonucleoti- 
de, fragment d'ADN, entre ou a Texterieur des boltes A et B constituant le promoteur dudit gene viral. 

2. Vecteur selon la revendication 1 , caracterise en ce que le gene viral est un gene VA d'un adenovirus, 
30 un gene EBER d'un virus Epstein Barr ou un gene viral transcrit par I'ADN polymerase III d'un virus 

Herpes. 

3. Vecteur selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le gene est le gene VA I ou VA II de 
I" Adenovirus. 

35 

4. Vecteur selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le vecteur est un vecteur 
replicatif plasmidique, episomique ou un vecteur viral. 

5. Vecteur selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que le vecteur est un vecteur 
40 episomique portant I'origine de replication du virus Epstein Barr (oriP), ainsi que les sequences 

codantes pour la proteine EBNA 1 . 

6. Vecteur selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce qu'il comporte plusieurs genes 
viraux identiques ou differents transcrits par I'ARN polymerase 111 dans lesquels on a insere un 

45 oligonucleotide identique ou different en dehors des boites A et B dans chacun desdits genes viraux. 

7. Vecteur seion I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que ('oligonucleotide est insert 
dans la region intermediate situee entre les boltes A et B. 

so 8. Vecteur seion I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que I'oligonucieotide comporte 
de 15 a 40 nucleotides, de preference 15 a 25. 

9. Vecteur selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que le gene viral est un gene 
d'Adenovirus inactive, par deletion ou mutation, en ce qui concerne inhibition de Taction de I'interfe- 
55 ron. 

.10. Vecteur selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que I'oligonucieotide est insere 
a f'interieur de la region responsable de I'activite d'inhibition de Taction de ('interferon. 

13 
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11. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 9 caracterise en ce qu'un oligonucleotide est insere dans la 
region allant du nucleotide 10694 a 10730, plus particulierement 10702 a 10728 ou a la place de cette 
region du gene VA-1 de I'Adenovirus 2. 

5 12. Vecteur selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que ('oligonucleotide est insere 
au nucleotide 10711 du gene VA I de I'Adenovirus 2 represents Figure 1. 

13. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 9 caracterise en ce qu'un oligonucleotide est insere dans le 
gene VA-1 de I'Adenovirus 2 a Pinterieur de I'une des regions suivantes : 
to a) nucleotides 10635 a 10639 ; 

b) nucleotides 10682 a 10688 ; 

c) nucleotides 10733 a 10736 ; 

ou a la place de I'une de ces regions, celle-ci etant deletee.. 

75 14. Vecteur selon la revendication 13 caracterise en ce que I'oligonucieotide est insere dans le gene VA 
delta IV. 

15. Vecteur selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce qu'il s'agit d'un Adenovirus 
recombinant defectif. 

20 

16. Vecteur retroviral a ARN, caracterise en ce qu'il comporte le transcrit d'ARN de la cassette de 
transcription selon i'une des revendications 1 a 13. 

17. Cellules infectSes ou transferees par un vecteur, selon I'une des revendications 1 a 16. 

25 

18. Procede de production intracellular d'un fragment d'ARN in vitro ou in vivo dans lequel on transfecte 
ou infecte des cellules eucaryotes component de I'ARN polymerase III avec un vecteur selon I'une des 
revendications 1 a 16, comportant comme oligonucleotides un fragment d'ADN correspondent au 
transcrit inverse dudit ARN et en ce que I'on cultive dans un milieu de culture approprie les cellules 

30 eucaryotes ainsi transferees ou infect£es. 

19. Procede de blocage de I'expression d'un gene in vivo a I'aide d'un vecteur, selon I'une des 
revendications 1 a 16, dont ledit oligonucleotide est transcrit en une molecule ARN antisens ou 
ribozymique qui s'hybride et/ou coupe I'ARN messager dudit gene. 

35 

20. Procede de traitement de cellules ex vivo a I'aide d'un vecteur selon i'une des revendications la 16. 

21. A titre de medicament, un vecteur selon I'une des revendications 1 a 16 utilisable notamment comme 
agent antiviral, antitumoral, antibiotique ou antiparasitaire, ou dans toute pathotogie ou un gene est 

40 anormalement exprime soit par mutation, soit par deregulation. 

22. A titre de medicament, selon la revendication 20, un vecteur selon I'une des revendications 1 a 16, 
dans lequel I'oligonucieotide est transcrit en une molecule ARN "antisens" ou une molecule d'ARN 
ribozymique bloquant I'expression d'un gene implique dans une pathoiogie en s'hybridant et, le cas 

45 echeant, en coupant son ARN messager d'origine cellulaire virale. bacterienne ou parasitaire. 

23. A titre de medicament selon la revendication 20 ou 21 , un vecteur constitue par un vecteur viral defectif 
tel qu'un Adenovirus ou un vecteur retroviral defectif tel qu'un retrovirus murin. 

so 24. A titre de medicament pour le traitement du SIDA, selon I'une des revendictions 20 a 22, un vecteur 
seion I'une des revendications 1 a !6, comportant a titre d'oligonucleotides des sequences antisens 
notamment anti-rev ou anti-tat. 



55 
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Figure i: ADENOVIRUS 2 Gene VAI 



10569 1057£ 1058? 10599 _ 10609 

cgtgcgcagt cgttgacgctctagaUcgtcjia^a^ 



10619 10629 10639 10649 10659 

GGGCACTCTT C.C.GTGGTCTG GTGGATAAAT TCGCAAGGGT ATGATGGCGG 
X BOX A 

10669 10679 10689 10699 10709 

xCGACCGGGG TTPP.A ACC CC GGATCCGGCC GTCCGCCGTG ATCCATGCGG 
BOX B 

10719 10729 10739 10749 10759 

tt£gcgcccg CGTGTCGA AC CCAGGTGTGC GACGTCAGAC AACGGGGGAG 



10769 1077? 1078? 10799. 10809 

rnrTC LTrn ggcttccttccaggcgcggc g^ctgctgcg ctagcttttt 



10819 

tggccactgg 
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Figure 2 : sequences antisens et "random** inse>ees 
au nucleotide107l1 du gene VAI. 



anti-Tat TGC TCT CCT CTG TCG AGT AAA GAC AGG ATA 
anti-Rev TCG TCG CTG TCT CCG CTT CTT CCT GCC A 
Random TGC TCT TGT CCC GTC ATC GTT GCC CCT C 




Gene VAI 10711 
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FIGURE 5 



3500 n 




ASl AS2 AS3 AS4 AS6 AS7 AS8 AS9 AS10 AS12 CEM 



"anti-tar: AS1, AS2, AS6, AS7, AS8. 
"anti-rev": AS3, AS4, AS9, AS10, AS12. 
CEM : t6moin positif d'infection 
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FIG.6 
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FIGURE 7 : PGR "overlap" 



site d'insertion 

t 



a 



m gene VA1 



Deux premieres "demi-ampllficatlons" separees 
a et a', b et b*: 



a, a' 



b,b' 



Melange des deux premieres deml-ampllflcatlons 
et nouvelle amplification avec a et b: 



a 



sequence exogdne ins6r6e 
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a: ARN de cellules AS10 exprimant la construction V A/anti-rev 
b: ARN de cellules HepG2 infectees par de P Adenovirus 2 

FIG.8 
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Northern-biot d«s ARN transcrits a partir d'un 
plasmide portant tes genes VA-anti rev et VA-anti tat 




VA ARN antisens 



FIGURE 9 
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g«ne d« selection (n»o) . TEHlTR y j 

T 

Pol II Pol III Pol II signal Poly A 



B- Vecteur II: 

- pMV7 dont les regions enhancers ont ete detetees et 
remplacees par le ou les genes VA~antisen$. 

- le gene de selection pent etre present ou pas. 

_ _ Cla I, EcoRI 

PB VA/as m 1 ■ VA/as 




™ m — ^ Pol III 



Pol II signal Poly A 



Ugendes; 

^ ARN transcrits a partir des differents promoteurs 
IH LTR 

I I gene de selection 
IvA/as I gene VA antisens 

FIG.10 
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